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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

Dyplom ukonczenia studidw doktoranckich Studium Medycyny Molekularnej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z wyrdznieniem, Warszawski Uniwersytet Medyczny, | Wydziat Lekarski,
zakres biologia medyczna, specjalnos¢: medycyna molekularna, stopien naukowy doktora uzyskany
20.03.2013. Tytut rozprawy: , Dynamika zmian sekwencji regionu HVR1 wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV) we wczesnym okresie leczenia jako czynnik predykcyjny terapii przeciwwirusowej”. Promotor: Prof.
dr hab. n. med. Marek Radkowski. Recenzenci: Prof. dr hab. n. med. Iwona Mozer-Lisewska, Prof. dr hab.

n. med. Anna Boron-Kaczmarska.

Dyplom ukonczenia studiow jednolitych magisterskich biotechnologii, Uniwersytet Jagielloniski, Wydziat
Biofizyki, Biochemii i Biotechnologii, specjalno$é: biologia molekularna, tytut zawodowy magistra
uzyskany 24.06.2005. Tytut pracy: ,,Properties of chlorophyllase in biphasic solvent system”. Promotor: dr

Leszek Fiedor.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
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Osiaggniecia naukowe i dydaktyczne:

Autor lub wspotautor 33 publikacji naukowych

Kierownik siedmiu projektéw naukowych, w tym jednego zagranicznego

Odbyte staze naukowe w czterech zagranicznych o$rodkach

Laureat szesciu nagréd naukowych

Opiekun lub promotor pracy licencjackiej, czterech prac magisterskich, jednej doktorskiej oraz opiekun

kota naukowego

4. Tytut osiggniecia naukowego:

a) ,,Znaczenie kliniczne oraz epidemiologiczne zmiennosci genetycznej wirusa zapalenia watroby typu C

(HCV) — uzytecznosc technik NGS”

b) Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe:

1) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Zagordi O, Perlejewski K, Laskus T, Maroszek K, Bukowska-
Osko |, Pawetczyk A, Ptoski R, Berak H, Horban A, Radkowski M. Deep sequencing of hepatitis C virus
hypervariable region 1 reveals no correlation between genetic heterogeneity and antiviral treatment
outcome. BMC Infectious Diseases. 2014;14:1-9.

IF=2,613

2) Caraballo Cortes K, Bukowska-Osko |, Pawetczyk A, Perlejewski K, Ptoski R, Lechowicz U., Stawinski P,
Demkow U, Laskus T, Radkowski M. Next-Generation sequencing of 5' untranslated region of hepatitis C
virus in search of minor viral variant in a patient who revealed new genotype while on antiviral treatment.
Advances in Experimental Medicine and Biology. 2016;885:11-23.

IF=1,937

3) Janiak M, Caraballo Cortés K (autor korespondujacy), Perlejewski K, Kubicka-Russel D, Grabarczyk P,

Demkow U, Radkowski M. Next-generation sequencing of hepatitis C virus (HCV) mixed-genotype



infections in anti-HCV-negative blood donors. Advances in Experimental Medicine and Biology. 2018. DOI:
10.1007/5584 2018_190.
IF=1,760

4) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Zagordi O, Jabtoniska J, Pawetczyk A, Kubisa N, Perlejewski
K, Bukowska-Osko |, Ptoski R, Radkowski M, Laskus T. Spouse-to-spouse transmission and evolution of
hypervariable region 1 and 5’ untranslated region of hepatitis C virus analyzed by next-generation
sequencing. PLoS One. 2016;11(2):e0150311.

IF=2,806

5) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Rosinska M, Janiak M, Stepien M, Zagordi O, Perlejewski K,
Osuch S, Pawetczyk A, Bukowska-Osko I, Ptoski R, Grabarczyk P, Laskus T, Radkowski M. Next-generation
sequencing analysis of a cluster of hepatitis C virus infections in a haematology and oncology center. PLoS
One. 2018;13(3):e0194816.0.1371.

IF =2,766

Sumaryczny IF prac wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego: 11,88

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C (HCV), dotyczace ok. 70 min oséb na swiecie, wcigz
stanowi wazny problem kliniczno-epidemiologiczny. Przewlekty przebieg zakazenia moze prowadzi¢ do
powaznych nastepstw, takich jak przewlekte zapalenie watroby, niewydolno$é¢ watroby oraz rak
watrobowo-komaérkowy. Ograniczony dostep do nowoczesnego leczenia, jak i brak szczepionki, utrudniajg
eradykacje wirusa. Pomimo znacznego postepu w zrozumieniu patogenezy zakazenia HCV, wiele
aspektow wecigz pozostaje niejasnych.

Duza zmienno$¢é genetyczna HCV jest nastepstwem braku mechanizmu korekty btedéw wirusowej
RNA-zaleznej polimerazy RNA, szybkiej i masywnej replikacji wirusa oraz rekombinacji. Wyrazona jest ona
w postaci zjawiska quasispecies, czyli wspdtistnienia populacji wariantéw genetycznych, ktére tgczy
zaleznos¢ filogenetyczna. Zmiennos¢ genetyczna patogenu nie jest réwnomierna na catej dtugosci
genomu: najbardziej zmienne sg sekwencje regionow hiperzmiennych HVR1, HVR2 i HVR3 biatka otoczki
E2, gdyz kodujg epitopy rozpoznawane przez komorki uktadu immunologicznego. W nastepstwie, wysoka
zmiennos¢ HCV sprzyja adaptacji patogenu w zmieniajgcych sie warunkach srodowiska, w szczegdlnosci

unikaniu odpowiedzi immunologicznej. Duza zmiennos$¢ gendw kodujgcych biatka immunogennej



wirusowe] otoczki oraz ich szybka ewolucja moze umozliwi¢ przetrwanie zakazenia. Ponadto wykazano, ze
wyzsza liczba wariantow genetycznych gendw otoczki wirusowej jest zwigzana z mniejszymi szansami na
powodzenie leczenia interferonem i rybawiryng. Poziom zmiennosci genetycznej HCV wydaje sie wiec
miec¢ duze znaczenie kliniczne. Podobnie, zmiennos¢ gendw kodujacych biatka enzymatyczne wirusa moze
by¢ zwigzana z lekoopornosciag na celowane leki wobec HCV (DAA, direct-acting antivirals). Badanie
zjawiska zmiennosci HCV jest kluczowe dla zrozumienia patogenezy zakazenia, a w wymiarze praktycznym
moze przyczyni¢ sie do indywidualizacji leczenia i opracowania szczepionki. Co wiecej, analiza
filogenetyczna szczepéw HCV znajduje zastosowanie w badaniu epidemiologicznych aspektéw
rozprzestrzeniania sie zakazenia. Istnieje wiele trudnosci w badaniu tego zjawiska, co wynika gtéwnie z
subklinicznego przebiegu zakazenia oraz rozpowszechnienia HCV wsrdd grup wysokiego ryzyka infekcji, od
ktérych dostepno$é prébek jest ograniczona. Ponadto, wymaga ono uzycia zaawansowanych metod
molekularnych oraz analiz bioinformatycznych, ktére mogga zweryfikowa¢ pokrewienstwo szczepéw HCV.
Transmisja HCV w nastepstwie ekspozycji parenteralnej lub seksualnej byta przedmiotem kilku badan
analizy podobienstwa szczepéw. Jednak, w wiekszosci z nich, podobienstwo oceniano badajac tylko
sekwencje najliczniejszego wariantu u danego nosiciela zakazenia lub na podstawie kilku sklonowanych
sekwencji, ktore skagpo odzwierciedlajg petny sktad wariantéw genetycznych. Cate spektrum populacji
wirusa moze by¢ bardziej przydatne dla ustalenia zwigzkéw epidemiologicznych, gdyz szybka dynamika
replikacji HCV i odpowiedZ immunologiczna moze prowadzi¢ do zmniejszenia udziatu oryginalnych
szczepow, ktérymi doszto do zakazenia. Ponadto, jak wykazano, zakazenie u , biorcy” moze by¢ inicjowane
zaledwie przez jeden niszowy wariant ,dawcy”, tworzgc ryzyko braku jego wykrycia za pomoca
niewystarczajgco czutych metod.

Do niedawna, wierne odzwierciedlenie zmiennosci genetycznej populacji wirusa w zakazonym
organizmie byto znacznie utrudnione. Wynikato to w duzej mierze z ograniczen metodologicznych
stosowanych technik elektroforetycznych takich jak np. SSCP (ang. single strand conformational
polymorphism) lub klonowania i sekwencjonowania metodg Sangera, ktére umozliwiaja wykrywanie
zaledwie najliczniej reprezentowanych wariantéw genetycznych w populacji quasispecies. Jednakze, SSCP
nie informuje o sktadzie nukleotydowym sekwencji, rodzaju zmian genetycznych Ilub dystansie
genetycznym pomiedzy wariantami. Klonowanie i sekwencjonowanie zas$ sg procedurami czasochtonnymi,
wymagajgcymi analizy wielu klonéw, by wiernie odzwierciedli¢ sktad populacji. W przeciwienstwie do tych
ograniczen, technika sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oferuje niespotykang dotad czutosé
wykrywania ,niszowych” wariantéw w ztozonej populacji genetycznej, umozliwiajgc odzwierciedlenie
zjawiska quasispecies. Rdwnolegte sekwencjonowanie catej biblioteki DNA zawartej w prébce pozwala na
uzyskanie miliondw sekwencji jednoczesnie, utatwiajac wykrycie wariantéw ,niszowych” i zbadanie

proporcji miedzy nimi. Niemniej jednak, w celu dokonania wiarygodnej rekonstrukcji wariantéow z



,surowych” wynikéw, wymagana jest odpowiednia analiza danych. Technika ta znalazta juz zastosowanie
w szczegdtowej analizie zmiennosci wiruséw RNA, gtéwnie w badaniach nad HIV-1.

Wierna i dogtebna rekonstrukcja populacji genetycznej HVR1 HCV za pomocy metody NGS oraz
odpowiednich metod bioinformatycznych byta jednym z celéw mojej pracy doktorskiej oraz publikacji
(Caraballo Cortes K et al., Biomed Res Int. 2013; 626083). Osiggnieto to poprzez zastosowanie duzego
»pokrycia”, czyli liczby otrzymanych odczytéw sekwencji, z zamiarem uzyskania informacji o sktadzie
nukleotydowym oraz odsetku zarowno gtéwnych, jak i niszowych wariantéw wirusa. Jednakze, biorgc pod
uwage ograniczenia metody, wynikajgce przede wszystkim z btedu amplifikacji materiatu genetycznego
oraz sekwencjonowania, wymagana byta odpowiednia korekta tych zjawisk z uzyciem narzedzi
bioinformatycznych. W tym celu nawigzatam wspétprace z twoércg programu ShoRAH (ang. The Short
Reads Assembly into Haplotypes) — bioinformatykiem dr Osvaldo Zagordim z Uniwersytetu z Zurychu.
Program ten opiera sie na zasadzie prawdopodobienstwa a posteriori istnienia wariantdw genetycznych
zgodnych z teorig wnioskowania bayesowskiego. Zoptymalizowana wspdlnie metoda pozwolita na
rekonstrukcje wariantéw o odsetku co najmniej 0,02%, co potwierdzono w dwdch niezaleznych iteracjach
programu. W wyniku rekonstrukcji ShoRAH, najczestsze warianty HVR1 podczas przewlektej fazy
zakazenia stanowity stosunkowo niewielki odsetek populacji: najbardziej liczny wariant stanowit zaledwie
10,5%, a tylko 17 haplotypdéw byto obecnych w odsetku wyzszym niz 1%. Dane te sugeruja, ze, populacja
quasispecies w przewlektym zakazeniu HCV jest wysoce rozproszona na mato liczne warianty, bez
dominujgcych sekwencji. Wypracowany ,workflow” pozwolit na jego zastosowanie do celéw

przedstawionego osiggniecia naukowego.

Wyznaczonymi celami osiggniecia naukowego byty:
1) okreslenie wptywu parametrow zmiennosci genetycznej HCV, odzwierciedlonej za pomocg NGS, na
skutecznos¢ leczenia przeciwwirusowego pegylowanym interferonem alfa oraz rybawiryng;
2) analiza filogenetyczna szczepéw HCV — zbadanie motywdéw molekularnych rozprzestrzeniania sie
zakazenia z wykorzystaniem metody NGS;

3) analiza zjawiska zakazen mieszanymi genotypami HCV z wykorzystaniem metody NGS.

Powyisze cele zrealizowano i opisano w nastepujacych pracach:

1) Caraballo Cortés K (autor korespondujacy), Zagordi O, Perlejewski K, Laskus T, Maroszek K, Bukowska-
Osko |, Pawetczyk A, Ptoski R, Berak H, Horban A, Radkowski M. Deep sequencing of hepatitis C virus
hypervariable region 1 reveals no correlation between genetic heterogeneity and antiviral treatment

outcome. BMC Infect Dis. 2014 Jul 13; 14:389. doi: 10.1186/1471-2334-14-389.



Mimo ogromnego postepu w dziedzinie leczenia przewlektego zapalenia watroby typu C, stan wiedzy o
znaczeniu zmiennosci genetycznej wirusa i jej wptywie na skutecznos¢ leczenia jest niesatysfakcjonujacy.
Nowe schematy terapeutyczne z udziatem lekdw o bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym (DAA),
dostepne od niedawna, zapewniajg niemal 100% skutecznos¢. Natomiast, jak dotychczas rutynowo
stosowane protokoty leczenia z zastosowaniem interferonu i rybawiryny, oparte na immunomodulacji,
miaty ograniczong skuteczno$¢ i powazne skutki uboczne, ktére czesto wymagaty przedwczesnego
przerwania terapii. Z tego wzgledu, w wielu osrodkach naukowych na $wiecie poszukiwano czynnikow
wirusowych badZ osobniczych, ktére mogtyby zosta¢ wykorzystane w praktyce klinicznej do rokowania
skutecznosci leczenia. Znane czynniki determinujace wynik leczenia obejmujg zaréwno te osobnicze (tj.
polimorfizmy genu IL28B, rasa, pte¢, wiek), jak i wirusologiczne (genotyp, subtyp, poziom wiremii). Region
hiperzmienny 1 (HVR1) biatka E2 HCV koduje wazne epitopy dla komdrek uktadu immunologicznego,
zatem jego zmiennos$¢ moze mie¢ wptyw na unikanie odpowiedzi immunologicznej modulowanej przez
interferon. Heterogennos¢ HVR1 mogtaby przyczynic¢ sie do niepowodzenia leczenia, gdyz koegzystencja
wielu wariantdw antygenowych moze zwiekszy¢ prawdopodobienstwo selekcji tych skutecznie
unikajacych presji leczenia. Jednakze, wyniki poprzednich badan korelujgcych zmienno$é HVR1 z wynikiem
leczenia byty zwykle niejednoznaczne, a czasami nawet sprzeczne. Rozbieznosci te mogg by¢ czesciowo
spowodowane stosowaniem réznych technik charakteryzujgcych sie odmienng czutoscia.

W moim badaniu wykorzystano unikalng kolekcje prébek surowicy pobranych podczas leczenia
przewlektego zakazenia genotypem 1b HCV pegylowanym interferonem a (PEG-IFN a) i rybawiryng do
zbadania zmiennosci genetycznej wariantdw HVR1 z zastosowaniem pirosekwencjonowania. Wykazano,
ze ztozonos¢ (liczba wariantow genetycznych), entropia Shannona, zmienno$é nukleotydowa I1, dystans
genetyczny i liczba substytucji nie réznity sie znaczagco miedzy reagujgcymi i niereagujgcymi na leczenie.
Brak statystycznie istotnych rdznic pomiedzy odpowiadajgcymi i niereagujgcymi na leczenie sugeruje, ze
heterogennos¢ HVR1 wykrywana przez gtebokie sekwencjonowanie nie ma wptywu na wynik leczenia.
Alternatywnie mozna spekulowaé, ze analizowana gtebokos¢ jest nadal niewystarczajgca do wykrycia
niszowych wariantéw, ktérych zmiennos¢ miataby znaczenie kliniczne.

Drugim aspektem pracy byto podjecie problemu btedu sekwencjonowania, wptywajgcego na wiarygodne
wykrycie niszowych wariantéw populacji quasispecies. W eksperymencie z zastosowaniem kontroli
wewnetrznej przy uzyciu sklonowanego HVR1 wykazano btagd sekwencjonowania na poziomie 0,05% na
nukleotyd, sktadajacy sie gtdéwnie z insercji, wystepujgcych przewaznie w regionach homopolimerowych.
Ten wskaznik btedu przyczynit sie do 4% btednych odczytdw sekwencji, najliczniejszy btedny wariant
wystapit w odsetku 1,48%. Aby zminimalizowa¢ ryzyko witgczenia btednych wariantéw do analizy,
zastosowano rekonstrukcje btedéw dostepng w programie ShoRAH, ktéra pozwolita na korekte 99%

odczytéw, redukujgc zaréwno bezwzgledng liczbe, jak i odsetek btednych wariantéw. Tak wiec, metody



korekty btedéw powinny by¢ stosowane w celu utatwienia analizy niszowych wariantéw za pomocag

pirosekwencjonowania.

2) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Bukowska-Osko I, Pawetczyk A, Perlejewski K, Ptoski R,
Lechowicz U, Stawinski P, Demkow U, Laskus T, Radkowski M. Next-generation sequencing of 5'
untranslated region of hepatitis C virus in search of minor viral variant in a patient who revealed new

genotype while on antiviral treatment. Advances in Experimental Medicine and Biology. 2016;885:11-23.

Zakazenie mieszane (wiecej, niz jednym genotypem HCV) wystepuje u 5-10% wszystkich nosicieli wirusa.
Jednakze, jego rola w przetrwaniu zakazenia, skutecznosci leczenia i tropizmie tkankowym jest niejasna.
Jak dotychczas, opracowano rézne metody oznaczania genotypu HCV. Wiekszo$¢ opiera sie na amplifikacji
okreslonych regiondéw (gtéwnie 5'-UTR, regionu 5' nieulegajacego translacji) i wykrywaniu specyficznych
roznic sekwencji za pomocg analizy polimorfizmu difugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), metod
hybrydyzacji DNA lub klasycznego sekwencjonowania. Jednakze, metody te wykrywajg zwykle dominujacy
genotyp wirusa. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS), ktére umozliwia analize duzych,
zrdéznicowanych genetycznie populacji, oferuje niezrownane dotad mozliwosci w badaniu tego zjawiska.

Celem badania bylo ustalenie, za pomocg dwodch rézinych metod gtebokiego sekwencjonowania
(pirosekwencjonowania - 454 Life Sciences / Roche oraz sekwencjonowania poprzez synteze - lllumina),
czy szczep genotypu 4, przejsciowo wykrywany w komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) u
pacjenta zakazonego genotypem 1b, poddawanego terapii przeciwwirusowej interferonem i rybawiryng,
reprezentowat wczesniej istniejgcg niewielkg populacje wirusa, ktéra zostata wyselekcjonowana w wyniku
leczenia, czy byt wynikiem nadkazenia ograniczonego do przedziatu PBMC. Po drugie, poréwnali$my
warianty regionu 5'-UTR wirusa uzyskane za pomocg dwéch podejs¢ NGS. W tym celu produkty
amplifikacji regionu 5-'UTR z 9 prébek pobranych przed, podczas i po leczeniu (4 prébki surowicy i 5
prébek PBMC) poddano sekwencjonowaniu. Sekwencjonowanie ujawnito obecnos¢ dwéch (454 / Roche) i
jednego (lllumina) wariantu genotypu 4 w PBMC w 16. tygodniu leczenia. Jak wykazaty obie platformy
sekwencjonujace, zaden z tych wariantéw nie byt obecny we wczesniej lub pdzniej pobranych prébkach,
co sugeruje, ze doszto do nadkazenia. Sekwencjonowanie 454 / Roche wykryto 24 rézne warianty 5'-UTR:
8 byto obecnych w surowicy i PBMC, 4 tylko w surowicy i 12 tylko w PBMC. Sekwencjonowanie Illumina
wykryto 11 réznych wariantéw 5'-UTR: 5 w surowicy i PBMC, 4 tylko w surowicy i 2 tylko w PBMC. Szes¢
wariantow byto identycznych dla obu platform sekwencjonowania. Rdznica w liczbie wariantéw wynikata
przede wszystkim ze zmiennosci w dwdch krétkich regionach homopolimerowych 5'-UTR. Poniewaz
lllumina generuje btedy w homopolimerach dtuzszych niz 20 powtérzen, wydaje sie, ze warianty

homopolimerowe uzyskane przez te platforme sg bardziej wiarygodne.



Analiza wariantow z obu platform sekwencjonowania wykazata, ze populacja wirusa po leczeniu byta
bardzo podobna do tej sprzed leczenia pod wzgledem sekwencji i liczby wariantow oraz ich
proporcjonalnego rozktadu ilosciowego. Tak wiec, po ustaniu presji selekcyjnej spowodowanej leczeniem,
sktad quasispecies powrdcit do pierwotnego wzorca.

Podsumowujgc, analiza wariantéow HCV, wykorzystujagca dwie niezalezne metody gtebokiego
sekwencjonowania sugeruje, ze przejsciowa obecno$é¢ innego szczepu genotypowego w PBMC byta

prawdopodobnie wynikiem nadkazenia, anizeli selekcji niszowego wariantu.

3) Janiak M, Caraballo Cortés K (autor korespondujacy), Perlejewski K, Kubicka-Russel D, Grabarczyk P,
Demkow U, Radkowski M. Next-Generation sequencing of hepatitis C virus (HCV) mixed-genotype
infections in anti-HCV-negative blood donors. Advances in Experimental Medicine and Biology. 2018. DOI:

10.1007/5584_2018_190.

Zakazenie wiecej niz jednym genotypem HCV (zakazenie mieszane) jest istotnym zjawiskiem
epidemiologicznym, szczegdlnie u osdb z wysokim ryzykiem wielokrotnych ekspozycji. Czestosé
mieszanych zakazen HCV w tej samej grupie pacjentow rézni sie w zaleznosci od zastosowanych testéw
rutynowych genotypujgcych HCV. Wysoka czutos¢ wykrywania genotypu HCV mozna osiggnac poprzez
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS). Celem tego badania byto okreslenie czestosci
wystepowania mieszanego zakazenia HCV u HCV-RNA-dodatnich, anty-HCV-ujemnych dawcéw krwi za
pomocg pirosekwencjonowania i porownanie wynikdw ze standardowg metoda genotypowania. Badanie
obejmowato 99 prébek surowicy zebranych w latach 1999-2015 od dawcéw zakazonych genotypami 1i 3:
la - 5 (5,1%); 1b - 42 (42,4%); 3a - 52 (52,5%). Rutynowo, genotyp zostat okreslony za pomocg testéow
Versant HCV Genotype lub Versant HCV Genotype 2.0, gdzie we wszystkich prdobkach wykazano
pojedynczy genotyp HCV. Za pomocg NGS otrzymano 381 063 odczytdw 5'UTR z 76 prébek. W jednej
probce, gdzie wykryto genotyp wytacznie 3a, NGS wykazat obecnos¢ dwdch genotypdw: dominujgcego 3a
i niszowego (odsetek 5.2%) 1b. Te rozbieznosci byty prawdopodobnie spowodowane ograniczong
czutoscig rutynowo stosowanych testéw. Ponadto, podczas gdy w dwéch prébkach rutynowy test wykryt
genotypy la i 3a, NGS ujawnit odpowiednio genotypy 1b i 4a. Brak poprawnego rdéznicowania miedzy
genotypami HCV byty juz poprzednio opisane w literaturze. Takie btedy mogg prowadzi¢ do
nieoptymalnego leczenia przeciwwirusowego, ktére jest dobierane na podstawie obecnego genotypu.

Podsumowujgc, NGS umozliwia doktadng identyfikacje zakazen mieszanych HCV, ktére nie s3 wykrywane

przez metody rutynowe.



4) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Zagordi O, Jabtoniska J, Pawetczyk A, Kubisa N, Perlejewski
K, Bukowska-Osko I, Ptoski R, Radkowski M, Laskus T. Spouse-to-spouse transmission and evolution of
hypervariable region 1 and 5’ untranslated region of hepatitis C virus analyzed by next-generation

sequencing. PLoS One. 2016;11(2):e0150311.

Ryzyko transmisji HCV na cztonkéw rodziny, w tym rodzenstwo, rodzicéw, potomstwo oraz partneréw
homo- i heteroseksualnych jest dobrze udokumentowane. Narazenie na zakazenie jest wysokie, poniewaz
ponad 50% partneréw seksualnych pacjentéw z przewlektym WZW typu C (pWZW C) rozwija swoistg
odpornos¢ komdrkowa na wirusa bez réwnoczesnej serokonwersji lub obecnosci HCV-RNA w surowicy.
Rozpowszechnienie zakazenia HCV wsréd cztonkédw rodziny zakazonych pacjentéw jest bardzo
zréznicowane, wynoszgc od 1,3% do 36,4% i zalezy od badanej populacji.

Molekularna charakterystyka ognisk transmisji HCV pozostaje wyzwaniem ze wzgledu na dfugie okresy
inkubacji, bezobjawowy przebieg zakazenia i ograniczony dostep do prébek od ,, dawcy” i ,biorcy” wirusa
w okresie transmisji. U okoto 40% zakazen HCV, nie mozna zidentyfikowa¢ wyraznego czynnika ryzyka
zakazenia. Potwierdzenie wystgpienia transmisji mozna wykaza¢ wysokg homologia miedzy genomami
HCV. Niemniej jednak, wymaga to zastosowania odpowiednio czutych technik sekwencjonowania.

Celem badania byto wykorzystanie NGS do analizy transmisji i selekcji wariantéw 1b HCV od przewlekle
zakazonej matzonki (,dawcy”) do jej wspétmatzonka (,,biorcy”), ktéry rozwingt zakazenie ostre objawowe,
a nastepnie przewlekte. Zbadano dwa rézne regiony genomowe HCV: HVR1 i 5'UTR. Dodatkowo, jako
kontrole do celéow analizy filogenetycznej wykorzystano surowice od 10 losowo wybranych pacjentow z
pPpWZW C tego samego genotypu i subtypu (1b HCV).

Mimo, ze nie zidentyfikowano identycznych wariantéw HVR1 obecnych u obojga matzonkédw w pierwszej
badanej prébce, jeden wariant ,dawcy” (odsetek 1,7%) okazat sie byc¢ blisko spokrewniony ze wszystkimi
wariantami obecnymi u ,biorcy” (97,1% - 98,3% podobienstwa sekwencji). Analiza filogenetyczna
wykazata znacznie wieksze podobieAstwo miedzy szczepami HCV u matzonkdéw, niz miedzy
niespokrewnionymi pacjentami z pWZW C, potwierdzajgc wystgpienie rodzinnej transmisji. Zgodnie z
naszg najlepszg wiedzg, to badanie byto pierwszym z zastosowaniem NGS, gdzie wykazano transmisje
wirusa HCV przez wariant o niszowym udziale w populacji. Co wazne, wariant ten zostatby
prawdopodobnie nie wykryty przy uzyciu klasycznego sekwencjonowania metodg Sangera, gdyz
wymagatoby to sekwencjonowania 175 klonéw w celu jego wykrycia z prawdopodobiefstwem 95%. Ta
obserwacja ma szczegdlne znaczenie dla badan transmisji wirusa, poniewaz cechy podobieristwa populacji
wirusdw mogg zostac utracone, szczegdlnie, gdy uzywa sie klasycznych technik sekwencjonowania.
Ewolucja molekularna HCV HVR1 byta znaczaco rézna u pary matzonkéw. Populacja ,biorcy” wykazata

zwiekszajgcy sie ztozonos¢ (liczbe wariantéow) w czasie, a takze zmiane w skfadzie wariantéw, z zaledwie
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kilkoma wariantami dominujgcymi. Taki obraz jest réwniez charakterystyczny dla wirusa grypy oraz HIV-1 i
moze by¢ wynikiem presji selekcyjnej uktadu immunologicznego. Ponadto, zaobserwowano wyraine
zmiany sekwencji aminokwaséw w obrebie analizowanych epitopow dla neutralizujgcych przeciwciat w
czasie. Ta obserwacja jest zgodna z teorig selekcji immunologiczng w ostrym zakazeniu HCV.

Przeciwnie, wiekszos¢ wariantéw u ,dawcy” byta obecna w kolejnych prébkach, czesto w wiekszym
odsetku, niz w prébkach poprzednich. Mogto by¢ to nastepstwem adaptacji wirusa i / lub ograniczeniem
presji selekcyjnej uktadu immunologicznego, prawdopodobnie spowodowanego wyczerpaniem
immunologicznym, ktére jest powszechne w przewlektym zakazeniu HCV. Podobnie, sktad aminokwasowy
w obrebie dwdch epitopédw HVR1 byt w duzej mierze zachowany w kolejnych prébkach. Podczas gdy
sekwencja HVR1 podlegata zmianom, sekwencja 5'UTR pozostawata wzglednie stabilna w czasie u obu
badanych, prawdopodobnie z powodu braku selekcyjnych presji.

Podsumowujac, wydaje sie, ze za wewnatrzrodzinng transmisje HCV moze by¢ odpowiedzialny niszowy

wariant, zatem badanie tego zjawiska wymaga zastosowania metod o wysokiej czutosci, takich jak NGS.

5) Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Rosinska M, Janiak M, Stepien M, Zagordi O, Perlejewski K,
Osuch S, Pawetczyk A, Bukowska-Osko |, Ptoski R, Grabarczyk P, Laskus T, Radkowski M. Next-generation
sequencing analysis of a cluster of hepatitis C virus infections in a haematology and oncology center. PLoS

One. 2018;13(3):e0194816.0.1371.

W pracy wykorzystatam mozliwos¢ dogtebnego zbadania rdéznorodnosci genetycznej HVR1 HCV we
wczesnych stadiach zakazenia, analizujgc ognisko infekcji u grupy dziesieciu pacjentéw regionalnego
osrodka hematologii i onkologii na potudniu Polski, u ktérych wykryto HCV RNA od dwdch do czterech
miesiecy od hospitalizacji. Tylko u dwéch z dziesieciu pacjentéw wykazano w chwili badania obecnosc
przeciwciat anty-HCV. Region HVR1 zostat zamplifikowany u siedmiu pacjentdw (w tym u jednego o
statusie anty-HCV+) i zsekwencjonowany (NGS). Dokonano rekonstrukcji wariantdw genetycznych za
pomocg programu ShoRAH, a uzyskane sekwencje pordwnano za pomocg analiz filogenetycznych i
roznorodnosci genetycznej. Jako kontrole wykorzystano surowice krwi dziesieciu niespokrewnionych
dawcéw krwi z nowo nabytym zakazeniem HCV (HCV RNA +, anty-HCV-).

U kazdego pacjenta wykazano obecnos¢ od jednego do siedmiu wariantéw HVR1, co kontrastuje z duza
ich liczbg obserwowang podczas przewlektego zakazenia. Ta niska ztozonos$¢ prawdopodobnie
odzwierciedla efekt ,waskiego gardfa” podczas transmisji i sugeruje, ze zakazenie zostato zainicjowane
jednym wariantem, ktéry musiat byé bardzo podobny lub nawet identyczny z sekwencjg konsensusowa
(wypadkowa wszystkich sekwencji pacjentow). Ponadto, struktura populacji HVR1 byta w wiekszosci

przypadkéw ,waska” (jeden dominujgcy wariant + niszowe warianty o odsetku <10%), co jest rowniez
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zgodne z niedawno nabytym zakazeniem. Sekwencje pacjentow byly filogenetycznie spokrewnione i
jednoczesdnie bardziej podobne do siebie (podobienstwo 95,4% do 100,0%) niz do tych u kontroli
(podobienstwo 64,8% do 82,6%). ldentyczny dominujgcy wariant wystepowat u czterech pacjentéw,
podczas gdy inne blisko spokrewnione warianty dominowaty u pozostatych trzech pacjentéw. U pieciu
pacjentéw populacja HCV byta ograniczona do pojedynczego wariantu lub jednego dominujacego
wariantu i wariantdw o odsetku mniejszym, niz 10%. U pieciu z siedmiu pacjentéw analiza filogenetyczna
byta zgodna z modelem typu ,,star-like” lub nie byto obecnych wiecej niz dwdéch wariantéow (w tym jeden
dominujgcy a drugi niszowy), co sugeruje zakazenie jednym ,wariantem-zatozycielem”. Podsumowujac,
analiza NGS ogniska zakazenia HCV nabytego w warunkach szpitalnych ujawnita obecnos¢ bardzo blisko
spokrewnionych wariantéw o niskiej réznorodnosci u wszystkich pacjentéw, co sugeruje wczesne
zakazenie tym samym szczepem wirusa. NGS w potaczeniu z analizg filogenetyczng oraz klasyczna analiza

epidemiologiczna moze pomdc w $ledzeniu ognisk zakazenia HCV.

Podsumowanie:

W powyzszym cyklu publikacji przedstawiono innowacyjne podejscie oparte na wykorzystaniu techniki
NGS do badania znaczenia klinicznego i epidemiologicznego zmiennosci genetycznej HCV. Udowodniona
uzytecznos¢ techniki NGS moze stanowic¢ punkt wyjscia do dalszych badan nad znaczeniem zmiennosci

genetycznej wirusowych patogenéw cztowieka.

Za najwazniejsze osiggniecia w przedstawionym cyklu uwazam:
- wykazanie, za pomocg NGS, duzego spektrum zmiennosci genetycznej HCV podczas zakazenia,
niemozliwego do ukazania za pomoca klasycznych technik sekwencjonowania;
- zastosowanie nowego narzedzia do wykazania braku znaczenia dogtebnej zmiennosci HVR1 HCV na
skutecznos¢ leczenia przeciwwirusowego;
- wykazanie, za pomocg NGS, istnienia zjawiska zakazen mieszanymi genotypami HCV, ktdre nie sg
wykrywane przez metody rutynowe ze wzgledu na ograniczong czutosc;
- wykazanie uzytecznosci NGS do dowodzenia ognisk zakazenia HCV;
- identyfikacja molekularnych motywdéw transmisji i ewolucji HCV, w tym potencjalnego znaczenia

szczepOw niszowych, ktére moga by¢ niewykrywalne za pomocga klasycznych technik sekwencjonowania.

5. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego
tacznie z przedstawionymi publikacjami wchodzacymi w skfad osiggniecia naukowego jestem
wspétautorem 27 petnotekstowych prac oryginalnych (w tym 23 z IF), 1 opisu przypadku oraz 5 prac

pogladowych.
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taczny IF: 70,24

Catkowita liczba cytowan (wg ISI Web of Science Core Collection) z dnia 21.11.2018 (bez autocytowan) =
86
Indeks Hirscha =6

Szczegdtowe dane bibliometryczne znajdujg sie w zataczniku nr 4.

6. Omowienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych

6.1. Pozostate prace

Obok prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji jestem wspdtautorem prac badawczych, ktére dotycza
tematyki wirusowych zakazen u ludzi. taczny IF pozostatych prac to 58,36. W wiekszosci z nich
zastosowano nowoczesne metody badawcze m. in. PCR, SSCP, klonowanie, sekwencjonowanie (Sangera,
NGS), cytometrie przeptywowsa i barwienia immunohistochemiczne. Sposoby wykorzystania techniki NGS,
jak réowniez analize bioinformatyczng danych sekwencjonowania nieustannie doskonale. W ostatnim
czasie, obiektem moich réwnolegtych zainteresowan badawczych stata sie wieloparametryczna

cytometria przeptywowa.

a) Patogeneza i leczenie zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C

W wymienionych pracach analizowano zmiennosé genetyczng HCV (sekwencji 5’UTR oraz HVR1 biatka E2),
zjawisko zakazen mieszanymi genotypami HCV, zjawisko koinfekcji HIV oraz pozawatrobowg lokalizacje
HCV w kontekscie leczenia przeciwwirusowego interferonem alfa i rybawiryna.

Wybrane publikacje:

Bukowska-Osko I, Perlejewski K, Caraballo Cortés K, Pollak A, Berak H, Pawetczyk A, Horban A,
Kosinska J, Ptoski R, Laskus T, Radkowski M. Next-generation sequencing analysis of new genotypes
appearing during antiviral treatment of chronic hepatitis C reveals that these are selected from pre-

existing minor strains. Journal of General Virology. 2018 DOI: 10.1099/jgv.0.001160.

Bukowska-0sko |, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Ptoski R, Fic M, Perlejewski K, Demkow U, Berak H,

Horban A, Laskus T, Radkowski M. Analysis of genotype 1b hepatitis C virus IRES in serum and peripheral
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blood mononuclear cells in patients treated with interferon and ribavirin. BioMed Research International.

2014;2014:1-7.

Bukowska-0sko |, Pawetczyk A, Perlejewski K, Kubisa N, Caraballo Cortes K, Rosiriska M, Ptoski R, Fic M,
Kazmierczak J, Popiel M, Zgbek P, Horban A, Radkowski M, Laskus T. Genetic variability of hepatitis C
virus (HCV) 5' untranslated region in HIV/HCV coinfected patients treated with pegylated interferon and
ribavirin. PLoS One. 2015;10(5):e0125604.

Bukowska-0sko |, Radkowski M, Pawetczyk A, Rosinska M, Caraballo Cortes K, Ptoski R, Berak H, Horban
A, Stanczak J, Fic M, Laskus T. Hepatitis C virus 5' untranslated region variability correlates with treatment

outcome. Journal of Viral Hepatitis. 2014;21(8):551-559.

Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Zagordi O, Laskus T, Ptoski R, Bukowska-Osko |, Pawetczyk A,
Berak H, Radkowski M. Ultradeep pyrosequencing of hepatitis C virus hypervariable region 1 in

guasispecies analysis. BioMed Research International. 2013;2013:1-10.

Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Laskus T, Bukowska-Osko |, Pawetczyk A, Berak H, Horban A,
Fic M, Radkowski M. Variability of hepatitis C virus hypervariable region 1 (HVR-1) during the early phase
of pegylated interferon and ribavirin therapy. Advances in Medical Sciences. 2012;57(2):370-374.

Caraballo Cortes K (autor korespondujacy), Bukowska-Osko I, Pawetczyk A, Berak H, Fic M, Horban A,
Radkowski M. Analiza pordwnawcza regionu 5'UTR oraz HVR1 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w
surowicy i komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) we wczesnej fazie leczenia interferonem
i rybawiryna. Przeglad Epidemiologiczny. 2011;65(2):319-324.

b) Aktywacja uktadu immunologicznego w odpowiedzi na zakazenie HCV

W badaniach tych weryfikowano znaczenie odpowiedzi immunologicznej w kontekscie leczenia oraz
badano obecnos¢ pobudzenia odpowiedzi immunologicznej po udanym kursie terapii przeciwwirusowej.

Potwierdzajg one kluczowe znaczenie odpowiedzi immunologicznej warunkujgcej eliminacje zakazenia.

Wybrane publikacje:
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Jabtoniska J, Pawtowski T, Laskus T, Zalewska M, Inglot M, Osowska S, Perlejewski K, Bukowska-Osko I,
Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Zgbek P, Radkowski M. The correlation between pretreatment cytokine
expression patterns in peripheral blood mononuclear cells with chronic hepatitis C outcome. BMC

Infectious Diseases. 2015;15:1-8.

Radkowski M, Opoka-Kegler J, Caraballo Cortes K, Bukowska-Osko I, Perlejewski K, Pawetczyk A, Laskus T.
Evidence for immune activation in patients with residual hepatitis C virus RNA long after successful

treatment with IFN and ribavirin. Journal of General Virology. 2014;95(9):2004-2009.

c) Pozawatrobowa replikacja HCV

W przedstawionych pracach badano replikacje HCV w lokalizacjach pozawatrobowych, takich jak komérki
jednojadrzaste krwi obwodowej oraz komoérki szpiku kostnego u chorych z zaburzeniami
hematologicznymi przy pomocy metody molekularnej oraz immunohistochemicznej.

Wybrane publikacje:

Kisiel E, Radkowski M, Pawetczyk A, Horban A, Staniiczak J, Bukowska-Osko |, Caraballo Cortes K,
Kazmierczak J, Popiel M, Laskus T. Seronegative hepatitis C virus infection in patients with
lymphoproliferative disorders. Journal of Viral Hepatitis. 2014;21(6):424-429.

Pawetczyk A, Kubisa N, Jabtoriska J, Bukowska-Osko |, Caraballo Cortes K, Fic M, Laskus T, Radkowski M.
Detection of hepatitis C virus (HCV) negative strand RNA and NS3 protein in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC): CD3+, CD14+ and CD19+. Virology Journal. 2013;10:1-6.

Pawetczyk A, Polariska M, Kisiel E, Chmielewski M, Bukowska-Osko |, Caraballo Cortes K, Fic M, Warzocha
K, Radkowski M. An analysis of HCV nonstructural NS3 protein expression in bone marrow cells of HCV-
infected patients with hematological disorders. Experimental and Clinical Hepatology. 2009;5(3-4):44-46.

d) Pozawatrobowa lokalizacja ludzkiego pegiwirusa (HPgV)

W pracach wskazano na potencjalng mozliwo$é HPgV do zakazenia osrodkowego uktadu nerwowego, jak

rowniez komoérek szpiku kostnego.
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Wybrane publikacje:

Bukowska-Osko |, Perlejewski K, Pawetczyk A, Rydzanicz M, Pollak A, Popiel M, Caraballo Cortés K,
Paciorek M, Horban A, Dziecigtkowski T, Radkowski M, Laskus T. Human pegivirus in patients with

encephalitis of unclear etiology, Poland. Emerging Infectious Diseases. 2018;24(10):1785-1794.

Kisiel E, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Bukowska-Osko |, Kubisa N, Laskus T, Radkowski M. Hepatitis G
virus/GBV-C in serum, peripheral blood mononuclear cells and bone marrow in patients with

hematological malignancies. Infection, Genetics and Evolution. 2013;19(1):195-199.

Kisiel E, Pawetczyk A, Chmielewski M, Caraballo Cortes K, Bukowska-Osko |, Fic M, Centkowski P,
Warzocha K, Radkowski M. Replication analysis of hepatitis G virus (HGV)/GBV-C in bone marrow of
patients with B-cell lymphoproliferative disorders and Hodgkin' s disease. Experimental and Clinical

Hepatology. 2009;5(3-4):29-31.

e) Zastosowanie metody NGS do analiz metagenomicznych

W pracach wykorzystano metode NGS do analizy mikrobiomu obecnego w ptynie mdzgowo-rdzeniowym

u pacjentéw z chorobami neurologicznymi.

Wybrane publikacje:

Bukowska-0sko |, Perlejewski K, Nakamura S, Motooka D Stokowy T, Kosiiska J, Popiel M, Ptoski R,
Horban A, Lipowski D, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Demkow U, Stepiein A, Radkowski M, Laskus T.
Sensitivity of next-generation sequencing metagenomic analysis for detection of RNA and DNA viruses in
cerebrospinal fluid: the confounding effect of background contamination. Advances in Experimental

Medicine and Biology. 2016;944:53-62.

Perlejewski K, Bukowska-Osko I, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Ptoski R, Rydzanicz M, Zakrzewska-
Pniewska B, Podlecka-Pietowska A, Nojszewska M, Gogol A, Caraballo Cortes K, Demkow U, Stepien A,
Laskus T, Radkowski M. Metagenomic analysis of cerebrospinal fluid from patients with multiple sclerosis.

Advances in Experimental Medicine and Biology. 2016;935:89-98.
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f) Klinika i etiologia wirusowych zapalen mézgu

W pracach badano wirusowe czynniki etiologiczne zapalen mézgu w Polsce z wykorzystaniem rutynowych
badan diagnostycznych: molekularnych i serologicznych, jak réwniez podejscia z wykorzystaniem NGS
(analiza metagenomiczna). Przyczynity sie one do lepszego zrozumienia epidemiologii i patogenezy

zakazen OUN.

Wybrane publikacje:

Lipowski D, Popiel M, Perlejewski K, Nakamura S, Bukowska-Osko |, Rzadkiewicz E, Dziecigtkowski T,
Milecka A, Wenski W, Ciszek M, Debska-Slizier A, Ignacak E, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Horban A,
Radkowski M, Laskus T. A cluster of fatal tick-borne encephalitis virus infection in organ transplant

setting. Journal of Infectious Diseases. 2017;215(6):896-901.

Popiel M, Perlejewski K, Bednarska A, Dziecigtkowski T, Paciorek M, Lipowski D, Jabtonowska M, Czeszko-
Paprocka H, Bukowska-Osko |, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Fic M, Horban A, Radkowski M, Laskus T.
Viral etiologies in adult patients with encephalitis in Poland: A prospective single center study. Plos One.

2017;12(6):e0178481.

Jabtoniska J, Popiel M, Bukowska-Osko |, Perlejewski K, Caraballo Cortes K, Horban A, Demkow U, Laskus
T, Radkowski M. No evidence of West Nile virus infection among Polish patients with encephalitis. Central

European Journal of Immunology. 2016;41(4):383-385.

Perlejewski K, Popiel M, Laskus T, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Lipowski D, Pollak A, Lechowicz
U, Caraballo Cortes K, Stepien A, Radkowski M, Bukowska-Osko |. Next-generation sequencing (NGS) in
the identification of encephalitis-causing viruses: unexpected detection of human herpesvirus 1 while

searching for RNA pathogens. Journal of Virological Methods. 2015;226:1-6.

Wykaz wszystkich opublikowanych prac znajduje sie w zatgczniku nr 3.

6.2. Wyjazdy zagraniczne

Szwaijcaria, Zurych, wizytujacy naukowiec, Zaktad Chordb Zakaznych i Epidemiologii Szpitalnej

Uniwersytetu w Zurychu, udziat w projekcie Swiss HIV Cohort Study (SHCS) “Incident Hepatitis C virus
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infection in the SHCS - study of the HCV epidemic in HIV-1 infected patients by phylogenetic analyses of

the circulating viruses”. 1 sierpnia - 27 pazdziernika 2014

Finlandia, Helsinki University, Viikki Graduate School in Biosciences, Kurs technik inzynierii genetycznej,

pazdziernik 2006

Hiszpania, Madryt, dziat badan i rozwoju, firma Ingenasa (immunologia i genetyka stosowana), staz
oparty na programie Leonardo da Vinci, pt. “Practical Aspects of Biotechnology and Biomedicine” Luty—

czerwiec 2006

Dania, Aarhus, University of Aarhus, Department of Molecular Biology, Laboratory of Cellular Ageing,

Stypendium w ramach programu europejskiego Erasmus, Luty-czerwiec 2004

6.3. Kierowanie projektami badawczymi

a) kierownik grantu NCN Sonata pt. ,,Analiza zaleznosci miedzy "wyczerpaniem" komérek T, zmiennoscig
gendéw kodujgcych epitopy wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) rozpoznawane przez komoérki T, a
wptywem leczenia przeciwwirusowego u pacjentdw z zakazeniem HCV oraz wspdfzakazeniem HIV-
1/HCV”, lata 2016-2019

b) kierownik projektu Swiss SHCS Cohort Study, pt. , Analysis of relationship between T cell exhaustion,
genetic heterogeneity of hepatitis C virus (HCV) and anti-HCV treatment in HIV-1/HCV coinfected
patients”, lata 2015-2018

c) kierownik projektéw ,,Mtody Badacz” ze srodkéw statutowych WUM pt.:

- Ocena zaleznos$ci miedzy wystepowaniem, specyficznoscig i stanem funkcjonalnym komérek T CD8+

CD4+ (DPT) a przebiegiem przewlektego wirusowego zapalenia watroby typu C, 2017

- Ocena wptywu zmiennosci genetycznej wirusa zapalenia watroby typu C na stan czynnosciowy komérek

T (wskazniki wyczerpania immunologicznego), 2014
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- Analiza polimorfizmu sekwencji genomu wirusa zapalenia watroby typu C kodujgcych epitopy
rozpoznawane przez przeciwciata neutralizujgce oraz receptory komoérek T za pomocy gtebokiego

sekwencjonowania, 2014

- Zmiennos¢ nukleotydowa sekwencji HVR1 E2 wirusa zapalenia watroby typu C w kontekscie skutecznosci

leczenia przeciwwirusowego, 2012

- Dynamika zmian regionu zmiennego HVR1 (E2) wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) we wczesnym

okresie leczenia jako czynnik predykcyjny skutecznosci terapii przeciwwirusowej, 2010-11

d) gtéwny wykonawca grantu NCN Opus pt.: ,Badanie czynnikow warunkujacych eliminacje lub
przetrwanie zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) we wczesnej fazie zakazenia: wptyw

zmiennosci genetycznej wirusa oraz odpowiedzi immunologicznej” 2013-obecnie

e) wykonawca projektéw ,Mtody Badacz” ze srodkéw statutowych WUM pt.

- Wykorzystanie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) do wykrywania potencjalnych patogendéw

indukujgcych stwardnienie rozsiane (SM), 2017-obecnie

-Detekcja oraz charakterystyka wirusa zapalenia watroby typu G (HGV)/GB typu C (GBV-C) w ptynie

madzgowo-rdzeniowym pacjentéw z zapaleniem mdzgu o nieznanej etiologii, 2016-2018

-Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS) do analizy mikrobiomu pacjentéw z

zaburzeniami odpornosci, 2015-2017

- Okreslenie reaktywnosci komadrek uktadu odpornosciowego na antygeny wirusa zapalenia watroby typu

C (HCV) in vitro w oparciu o analize STAT-3 i NF-kB technikg cytometrii przeptywowej, 2015-2016

- Wystepowanie biatka NS3 jako markera produktywnego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C

(HCV) w lokalizacjach pozawatrobowych, 2014-2016

- Wptyw koinfekcji HIV na zmiennos¢ wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w surowicy krwi i komaérkach
jednojgdrzastych krwi obwodowej (PBMC) u pacjentéw w trakcie leczenia interferonem a i rybawiryng,

2014-2015
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- Analiza genetyczna regionu 5’UTR wirusa zapalenia watroby typu G (HGV)/GBV-C w komadrkach krwi
obwodowej (PBMC) oraz szpiku kostnym przy uzyciu metody SSCP, 2013-2014

- Okreslenie czynnika zakaznego u pacjentéw z objawami wirusowego zapalenia mézgu z wykorzystaniem

reprezentatywnej analizy réznicowej (RDA), 2012-2013

- Badanie zaburzen czynnosciowych komoérek uktadu immunologicznego w odpowiedzi na zakazenie
wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) przy uzyciu kompleksowe] analizy ekspresji gendw komorki,

2009-2010

6.4. Wspoétpraca miedzynarodowa

a) Zaktad Chordéb Zakaznych i Epidemiologii Szpitalnej Uniwersytetu w Zurychu — Prof. Karin Metzner.
Wspodtpraca od 2014 roku — obecnie. Wspotprowadzenie projektu Swiss HIV Cohort Study pt. ,,Analysis of
relationship between T cell exhaustion, genetic heterogeneity of hepatitis C virus (HCV) and anti-HCV
treatment in HIV-1/HCV coinfected patients”, wspotpraca w ramach grantu Sonata pt.: ,Analiza zaleznosci
miedzy "wyczerpaniem" komérek T, zmiennoscia gendéw kodujacych epitopy wirusa zapalenia watroby
typu C (HCV) rozpoznawane przez komérki T, a wptywem leczenia przeciwwirusowego u pacjentéw z
zakazeniem HCV oraz wspotzakazeniem HIV-1/HCV”. Bratam takze udziat w projekcie w ramach stazu
podoktorskiego w Zurychu pt.: ,Incident hepatitis C virus infection in the Swiss HIV Cohort Study- study of

the HCV epidemic in HIV-1 infected patients by phylogenetic analyses of the circulating viruses”.

b) Instytut Wirusologii Medycznej Uniwersytetu w Zurychu — dr Osvaldo Zagordi. Wspdtpraca w latach

2012 — 2018. Cztery wspdlne publikacje naukowe.

6.5. Doswiadczenie dydaktyczne

6.5.1. Prowadzenie zajec¢ z nastepujgcych przedmiotow:

a) ,,Choroby zakazne” dla studentéw 3, 4 i 5 roku kierunku lekarskiego, | i Il Wydziat Lekarski, Warszawski

Uniwersytet Medyczny

b) ,Immunopatologia” dla studentdw 2 i 4 roku kierunku Analityka Medyczna, Wydziat Farmaceutyczny,

Warszawski Uniwersytet Medyczny
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c) , Infectious diseases”, prowadzony w jezyku angielskim, dla studentdéw 4 i 5 roku kierunku lekarskiego, Il

Wydziat Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim

d) ,Immunology” prowadzony w jezyku angielskim, dla studentéw 1 roku kierunku lekarskiego, Il Wydziat

Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim

6.5.2. Promotorstwo prac licencjackich i magisterskich

Prace licencjackie

Promotor

Eliza Jézwicka, Wydziat Nauk o Zdrowiu WUM, ,Waglik, dzuma, botulizm i ospa prawdziwa jako bron

biologiczna — problem medykdw, zagrozenie ludzkosci”, 2010

Prace magisterskie

Promotor

a) Sylwia Osuch, Wydziat Farmacji WUM, “Impact of chronic hepatitis C (CHC) therapy on expression of
T-cell exhaustion markers: PD-1, Tim-3 and IL-10”, 2018

b) Klaudia Jézwiak, Wydziat Rolnictwa i Biologii, SGGW, , Wplyw leczenia przewlektego zapalenia watroby

typu C na stopien ekspresji gendw dla markeréw ,wyczerpania” immunologicznego komérek T krwi

obwodowej: PD-1, Tim-3 oraz IL-10”, 2018

Opiekun

a) Alice Sgro, Wydziat Medycyny i Chirurgii, Uniwersytet w Palermo, “Genetic variability of hepatitis C

virus HVR1 region in the initial stage of infection”, 2017

b) Krzysztof Maroszek, Wydziat Farmacji WUM, ,, Analiza zmiennosci regionu hiperzmiennego HVR1 wirusa

zapalenia watroby typu C w powigzaniu ze skutecznoscig leczenia przeciwwirusowego z wykorzystaniem

techniki gtebokiego sekwencjonowania”, 2014
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6.5.3. Promotorstwo prac doktorskich

Promotor pomocniczy

a) Mgr Maciej Janiak, przewdd doktorski pracy pt. ,ldentyfikacja prognostycznych markerow

warunkujgcych przebieg ostrego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (HCV)” otwarty w

pazdzierniku 2018

6.5.4. Kierowanie kofem naukowym

W latach 2010-2013 kierowatam kotem naukowym w Zaktadzie Immunopatologii Choréb Zakaznych i

Pasozytniczych WUM. W tym czasie koto otrzymato drugg nagrode w ramach sesji biologii molekularnej

na 7th Warsaw International Medical Congress za prezentacje wynikéw pracy “mRNA Cytokine Profiles in

Monocytes from Chronic Hepatitis C Virus (HCV)-infected Patients: Effect of Virus Persistence”,

Warszawa, 6-8 Maj 2011

6.6. Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalnos¢ naukowg i wyrdznienia

a) Wyrdznienie pracy doktorskiej, Rada | Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego, 2013

b) Nagroda Studium Medycyny Molekularnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za obrone pracy

doktorskiej wczesniej niz pét roku przed planowanym terminem, 2013

c) Nagroda za najlepszg prezentacje wynikdw projektu doktorskiego w sesji sprawozdawczej Studium

Medycyny Molekularnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, Warszawa, 2012

d) Nagroda Ill stopnia J.M. Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za wyrdznienie pracy

doktorskiej oraz opublikowanie wynikéw pracy, 26 Pazdziernik 2014

e) Nagrody J.M. Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za osiggniecia naukowe:
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2017- nagroda lll stopnia za wspotautorstwo pracy pt. ,Spouse-to-Spouse transmission and evolution of
hypervariable region 1 and 5 Untraslated Region of Hepatitis C virus analyzed by Next-Generation

Sequencing”

2016 — nagroda Il stopnia za wspétautorstwo pracy pt. , Genetic Variability of Hepatitis C Virus (HCV) 5’

Untraslated Region in HIV/HCV Coinfected Patients Treated with Pegylated Interferon and Ribavirin”

2015 - nagroda Ill stopnia za wspotautorstwo pracy pt. , Evidence for immune activation in patients with

residual Hepatitis C virus RNA long after successful treatment with IFN and ribavirin”

6.7. Konferencje i doniesienia zjazdowe

2018 Salazar-Vizcayal, Kouyos R, Metzner K, Caraballo Cortes K, Shah C, Béni J, Battegay M, Bernasconi
E, Fehr J, Braun D, Calmy A, Cavassini M, Mbunkah H, Keiser O, Rauch A and The Swiss HIV Cohort Study
“International versus domestic HCV-transmission in MSM: A perspective for the DAA era”. Conference on

Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI), Boston, Stany Zjednoczone

2017 Salazar-Vizcaya L, Kouyos R, Metzner K, Caraballo Cortes K, Shah C, Boni J, Afegenwi Mbunkah H,
Keiser O, Rauch A and The Swiss HIV Cohort Study “Where do Swiss men who have sex with men acquire
hepatitis C virus? a molecular epidemiology study”. 21°t International Workshop on HIV and Hepatitis

Observational Databases, Lizbona, Portugalia

2014 Bukowska-0Osko I, Perlejewski K, Popiel M, Stokowy T, Nakamura S, Motooka D, Lipowski D, Pollak
A, Lechowicz U, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Laskus T, Radkowski M. , Application of next-generation
sequencing (NGS) for identification of etiological factors in patients with viral encephalitis”. VI

Ogdlnopolska Konferencja Naukowa NEUROINFEKCIJE, Biatowieza

2013 Pawetczyk A, Kubisa N, Jabtoriska J, Bukowska-Osko |, Caraballo Cortes K, Fic M, Perlejewski K,
Kazmierczak J, Radkowski M. ,Wystepowanie niestrukturalnego biatka NS3, jako markera
pozawatrobowej replikacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV), w populacjach jednojadrzastych
komodrek krwi obwodowej (PBMC)”. | Zjazd Polskiego Towarzystwa Wirusologicznego. lll Lubelskie Dni

Wirusologiczne, Lublin
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2013 Caraballo Cortes K, Zagordi O, Ploski R, Perlejewski K, Radkowski M. Deep Sequencing of Hepatitis
C Virus Hypervariable Region 1 in Patients Treated with Pegylated Interferon Alpha and Ribavirin.

Konferencja “Positive Strand RNA Viruses”, Boston, Stany Zjednoczone

2012 Pawetczyk A, Caraballo Cortes K, Kisiel E, Kubisa N, Bukowska-Osko I, Fic M, Radkowski M. “Analysis
of hepatitis G virus (HGV/GBV-C) replication in serum, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
bone marrow of hepatitis C virus (HCV)-infected patients”. XIX Zjazd Polskiego Towarzystwa

Epidemiologow I lekarzy Choréb Zakaznych, Wroctaw

2012 Pawetczyk A, Caraballo Cortes K, Kazmierczak J, Bukowska-Osko |, Perlejewski K, Fic M, Radkowski
M. ,,Detection of hepatitis C virus (HCV) RNA in the serum of seronegative patients with non-Hodgkin’s

lymphoma (NHL)”. XIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw | lekarzy Choréb Zakaznych, Wroctaw

2012 Siernicka M, Ciezar Z, Kucharska T, Maroszek K, Pacek M, Pajgk P, Ruzycka M, Stowinska N,
Stachowiak N, KaZmierczak J, Kubisa N, Perlejewski K, Caraballo Cortes K. Effect of Human
Immunodeficiency Virus (HIV) and Hepatitis C Virus (HCV) exposure on cytokine mRNA expression levels
in macrophages in vitro. Konferencja 8" Warsaw International Medical Congress for Young Scientists,

Warszawa

2011 Perlejewski K, Skowronska B, Sota J, Zychowska M, Pajak P, Maroszek K, Osinska J, Kucharska T,
Machura P, Jozwicka E, Osinska A, Caraballo Cortes K, Radkowski M. mRNA Cytokine Profiles in Monocytes
from Chronic Hepatitis C Virus-infected Patients: Effect of Virus Persistence, 7th Warsaw International
Medical Congress for Young Scientists, Warszawa

6.8. Dziatalnos¢ organizacyjna

a) Jestem powotanym z ramienia WUM cztonkiem Komisji Egzaminacyjnej Lekarskiego Egzaminu

Koncowego (2014-obecnie)

b) Jestem recenzentem sesji Infectious Diseases na Warsaw International Medical Congress (2016-2019)
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